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SAMMENDRAG

Forskningen viser at marine ingredienser i kostholdet har en balanserende effekt pa
betennelsestilstander og kan dermed forebygge utviklingen av relaterte kroniske sykdommer som
hjerte- og karsykdommer, metabolsk syndrom og diabetes, flere kreftformer, samt auto-immune
og nevrodegenerative sykdommer. Prosjektet har etablert relevante cellemodeller til forskning pa
helseeffekter av marine ingredienser. Det ble etablert metoder for isolering av monocytter og T-
celler fra perifert blod som brukes i analyser knyttet til immunregulatoriske og
betennelsesmodulerende effekter av marine ingredienser. | tillegg ble kommersielle 3D-modeller
av hudceller testet som er grunnlaget for nye muligheter innen marine hudprodukter. I likhet vil
ogsa tarmvevmodeller kunne brukes til analysen av opptak av komponenter i tarmen. Prosjektet
har bidratt til gkt forskningskapasitet og etablering av regional infrastruktur for samarbeid med
regionale naeringsaktgrer i utviklingen av marine ingredienser til helsefremmende produkter.
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FORORD

Bade regionale, nasjonale og europeiske strategier fokuserer pa at langt mer av ressursene i havet
ma benyttes til matproduksjon og i utviklingen av nye bioteknologiske og medisinske produkter
for a mgte noen av de utfordringene samfunnet star overfor.
| Forsknings- og innovasjonsstrategien til Mgre og Romsdal er ett av de sentrale malene a bygge
opp marin sektor gjennom baerekraftig utnyttelse av rastoff fra havet til mer hgyverdige produkt
som dermed bidrar til gkt verdiskaping. Neermere 10 % av den globale foredlingen av biomarine
ingredienser skjer i regionen som dermed er svaert godt posisjonert for & kunne utnytte
verdiskapingspotensialet. Et viktig bidrag for a sikre dette er relevante forskningsmiljg som bidrar
med kompetanse, kulturforstdelse og som har tradisjon for oppdragsforskning. | 2019 ble
«Regjeringa sin strategi for auka verdiskaping fra marint restrastoff» presentert, ogsa her
fokuseres det pa potensialet i produksjon av mer hgyverdige produkter for humant konsum.
Produkt basert pa marint restrastoff til humant konsum og til ingredienser rettet mot helsekost,
kosmetikk og farmasi krever hgy kvalitet pa rastoffet giennom hele verdikjeden. Produksjon av
mer hgyverdige produkt stiller hgyere krav til kompetanse og prosesser, strenge krav til
dokumentasjon og dermed ogsa st@rre investeringer og gkte kostnader. Endringen fra fokuset pa
salg av lite bearbeidet ravarer til kunnskapsbaserte produkt krever investering i forsking og
utvikling.

Vi takker Mgre og Romsdal fylkeskommune for tildelingen av en ett-ars postdoktorstilling til
gjennomfgring av prosjektet «Forskningsbasert utvikling av medisin fra marine ingredienser».
Gjennom prosjektet har man bygget kompetanse og infrastruktur knyttet til forskning pa marine
ingredienser. | trad med Mgre og Romsdal sin Fol-strategi har prosjektet bidratt til 8 bygge
kompetanse innen pre-klinisk dokumentasjon av helseeffekter og lagt grunnlaget for gkt
grunnforskning knyttet til de naeringsmessige konkurransefortrinnene i regionen.
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BAKGRUNN

Med forandringer gjennom moderne livstil og gkende alder blir sakalte ikke-smittsomme og
aldersrelaterte kroniske sykdommer mer utbredt og representerer en utfordring for
helsesystemet og samfunnet. Miljgfaktorer, kosthold og lite aktivitet kan utlgse underliggende
kroniske betennelsestilstander og fgre til celluleere skader. Underliggende betennelse er en
risikofaktor for de fleste kroniske sykdommene som hjerte- og karsykdommer, metabolsk
syndrom og diabetes, flere kreftformer, samt auto-immune og nevrodegenerative sykdommer?.
Forskningen viser at marine ingredienser i kostholdet har en balanserende effekt pa
betennelsestilstander og kan dermed forebygge utviklingen av disse sykdommene?. Rapporten
«Verdiskapning basert pd produktive hav i 2050»% estimerer at den marine ingrediensindustrien
kommer til 3 mangedoble sin verdi frem til 2050 og er den delen av naeringen som er forventet
stgrst vekst i arene fremover. | Mgre og Romsdal er hele den marine verdikjeden fra fangst og
oppdrett til foredling og utvikling av biomarine ingredienser representert. Dette gir var region en
unik posisjon i @ utnytte mer biomasse fra havet til baerekraftig og Isnnsom produksjon av nye
hgyverdige produkt, og flere av medlemmene i naeringsklyngen NCE Blue Legasea har satt seg som
mal & utvikle kosttilskudd og legemidler fra marine ingredienser. En av utfordringene for helse-
relatert innovasjon i naeringslivet er a tiltrekke seg tilstrekkelig kunnskap for & kunne utnytte
verdiskapingspotensialet pa best mulig mate. Som papekt i Forskings- og innovasjonsstrategien
2016-2020 (Fylkeskommune Mgre og Romsdal, 2016) vil langsiktig grunnleggende forsking vaere
en viktig faktor for a sikre de naeringsmessige konkurransefortrinnene i regionen.
Dokumentasjonen av helserelaterte effekter i eksisterende og nye produkt og optimalisering av
nye produkt mot spesifikke anvendelser vil i framtida bli enda viktigere for verdiskapingen. Marine
produkt har potensiale til a bidra vesentlig til reduksjonen av kroniske sykdommer, men det kreves
malrettede og definerte produkt. Nye marine produkter, anvendelsesomrader og markeder stiller
strenge krav til dokumentasjon. Pre-kliniske studier ved bruk av cellebiologiske analyser kan
fungere som et bindeledd mellom produktutvikling og klinisk dokumentasjon. Cellemodeller kan
brukes til & kartlegge biologiske effekter av nye produkt, samt & sammenligne og optimalisere
produkter, eller skaffe molekyleer kunnskap og bakgrunnsinformasjon om kjente ingredienser.
Spesielt i utviklingen av marine produkt mot legemiddelmarkedet vil det vaere ngdvendig a kunne
pavise stoffet med biologisk aktivitet og dens virkningsmekanisme. Malet med prosjektet var a
videreutvikle metoder knyttet til en cellebiologisk plattform og gke regional kompetanse i
utviklingen av nye marine helserelaterte produkter.



AKTIVITETER OG RESULTATER

ETABLERING AV METODER FOR A ARBEIDE MED PRIMARE CELLER FRA PERIFERT BLOD

Cellene fra perifert blod (e.g. monocytter og T-celler) er noen av de lettest tilgjengelige primaere
cellene, dvs. celler som kommer rett fra kroppen uten a ha blitt forandret. Det er i motsetning til
modifiserte cellelinjer som har fordelen a kunne dyrkes nesten uendelig pa laboratoriet, men som
ogsa kan ha forandringer i de intracellulzere signalveiene sine. Begge metodene har fordeler og
ulemper og gir omfattende analysemuligheter til sammen. Immunceller fra perifert blod er godt
egnet til undersgkelser av betennelsesreaksjoner relatert til det som skjer i kroppen. Det ble spkt
og mottatt godkjenning fra de regionale etiske komiteene (REK) for @ kunne bruke blod fra
blodbanken Alesund til isolasjon av primaere celler. Videre ble det etablert en avtale og prosedyre
med blodbanken og totalt to blodprgver ble hentet samme dag etter de har gjennomgatt
viruskontrollen (Figur 1A). Perifere mononuklezre blodceller (PBMC) som er monocytter og
lymfocytter (B-, T- og NK celler) ble isolert ved sentrifugering gjennom en gradient (Lymphoprep),
som fgrer til at rede blodceller samler seg i bunnen og PBMC i en interfase (Figur 1B og C).

Figur 1. A) Blodprgve fra blodbanken. B) Blodblandingen pa gradienten fgr sentrifugering og C) etter
sentrifugering med PBMC i interfasen (pil).

Monocytter ble videre isolert ved at de fester seg til kulturbrettet, mens andre celler blir vasket
bort som tidligere beskrevet*. Nar det oppstdr en skade eller en infeksjon i kroppen fgrer
alarmsignaler til at monocytter forlater blodbanen og utvikler seg videre til makrofager i vevet.
Sammen med lokale makrofager i vevet blir sa skaden fjernet og reparert, mens utskillelse av
mange ulike signalstoffer tiltrekker ytterligere celler og koordinerer immunreaksjonen.
Makrofager har dermed en sentral rolle og stort signaleringsrepertoar i betennelsesreaksjoner. Til
monocytt-makrofag differensiering in vitro er bade M-Csf og GM-Csf ofte brukt og det finnes
litteratur pa at M-Csf fgrer til mer konsistent utvikling av ngytrale makrofager, mens GM-Csf
polariserer makrofagene til en mer betent status>®. Likevel er det ogsd kjent at makrofagene
endrer polariseringen igjen ved tilsetning av de tilsvarende cytokinene’. Det finnes mange ulike
kultiveringsprotokoller i litteraturen som er ogsa avhengig av tilgang til reagensene.



Det ble derfor testet kultivering av cellene i ulike media (RPMI-1640 med humant AB serum
(Sigma-Aldrich) og AIM-V med FBS eller CTS™ Immune Cell SR (Thermo Fisher Scientific)) og
tilsetning av vekstfaktorene M-Csf og GM-Csf (10 ng/ml, Miltenyi Biotech) i totalt 6 dager med
delvis bytte av medium etter tre dager til & differensiere monocyttene til makrofager. En
kombinasjon av GM-Csf og IL-4 blir brukt til & differensiere monocyttene til dendritiske celler®®
som fungerer som forbindelse mellom det medfgdte og ervervete immunsystemet ved 3
presentere antigener og aktivere T-cellene og ogsa dette ble testet. Bildene av de differensierte
celle er vist i Figur 2. Generelt hadde de M-Csf differensierte celle en lengre form, mens GM-Csf
differensierte cellene var mer runde. De dendritiske cellene ble veldig flate med en del lengre
«armer» og noen satt veldig lgst pa bunnen.

RPMI+CTS RPMI+HS AlM+ FBS AIM+ CTS

M-Csf

Figur 2. Lysmikroskopi av monocytter differensiert til makrofager (10ng/ml M-Csf eller GM-Csf) eller
dendritiske celler (800U/ml GM-Csf + 250U/ml IL-4) etter 6 dager. Halvparten av mediet ble byttet pa tredje
kultiveringsdag.



Cellene ble ogsa karakterisert ved Flowcytometri analyse gjennomfgrt pa en BD accuri hos NTNU
Alesund og med hjelp av Dr. Yanran Cao. Cellene ble farget for CD11c (markgr pa dendritiske
celler), CD14 (markgr pd monocytter og makrofager) og CD209 (markgr pa dendritiske celler)™.
Nesten alle cellene (90-99%) hadde et like hgyt niva av CD11c, som kan skyldes at ogsa monocytter
kan uttrykke CD11c! og isolering ved & feste seg pa kulturbrettet kan selektere for CD11c positive
celler'?, Ingen av makrofagene hadde CD209 og ingen av de dendritiske cellene hadde CD14 (Figur
3 og 4) som stemmer overens med markgrene for begge celletypene. Differensiering med M-Csf
férte generelt til et hgyere niva av CD14, szerlig ved bruk av syntetisk CTS serum (ca. 50% av
cellene). De GM-Csf differensierte cellene hadde bare et tilsvarende niva i RPMI med CTS. Den
hgyeste andelen CD209 positive celler (10-11%) ble observert i cellene kultivert i AIM medium
med FBS eller CTS (Figur 4).

64 48
M kontroll
I RPMI CTS
48 36 W RPMI HS
W AIM FBS
M-Csf § ” 52‘ W AIM CTS
MOs 3 3
16 12
o4 - - -
10 10 10' 10° 10° 10’ 10’ 10" 10° 10* 10 10 10' 10° 10°
CD14 PE-A CD11c PerCP-A CD209 FITC-A
6 58
42 44
£ €
GM-Csf L8) 28 é 29
MOs
14 15
o - -
10 10 10' 10° 10° 10 10° 10’ 10° 10°
CD11c PerCP-A CD209 FITC-A
30 26
22 19
GM-Csf § 15 § 13
IL-4 e 2
DCs
7 6
04 - » - T
10° 10 10" 10° 10° 10 10’ 10" 10 10° 10" 10' 10" 10° 10°
CD14 PE-A CD11c PerCP-A CD209 FITC-A
CD14 CD11c CD209

Figur 3. Flowcytometri analyse av monocytter differensiert til makrofager (MOs) (10ng/ml M-Csf eller GM-
Csf) eller dendritiske celler (DCs) (800U/ml GM-Csf + 250U/ml IL-4) etter 6 dager og farget for CD14, CD11c
og CD209.
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Figur 4. Flowcytometri analyse av monocytter differensiert til makrofager (M og GM) eller dendritiske celler
(DC). | figuren vises (A) andelen CD14 og CD1l1c positive og CD209 negative celler for makrofagene
(CD14*,CD11c*, CD209°) og (B) andelen CD14 negative og CD11c og CD209 positive celler for de dendritiske
cellene (CD147, CD11c*, CD209%).

Videre ble cellene stimulert med den betennelsesinduserende komponenten LPS fra
bakterieveggen og andre cytokiner og utskillelse av signalstoffet IL-23 ble analysert ved ELISA (R&D
systems). Alle cellene produserte IL-23 som kunne detekteres i medium etter 24 timer (Figur 5),
men ikke etter 48 timer (ikke vist). GM-Csf differensierte celler produserte mest IL-23, fulgt av M-
Csf makrofagene og de dendritiske cellene med lavere nivaer. Makrofagene laget mest IL-23 nar
de var kultivert i AIM medium med CTS ved bade M-Csf og GM-Csf differensiering. | de dendritiske
cellene var det mindre forskjeller i de ulike media, med minst IL-23 produsert i AIM med FBS.
Videre vil det vaere interessant a teste flere stimuleringer og flere kortere tidspunkt.
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Figur 5. Utskillelse av signalstoffet IL-23 analysert ved ELISA i monocytter differensiert til makrofager (ved
M-Csf og GM-Csf) eller dendritiske celler og stimulert med LPS i 24 timer.
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ETABLERING AV T-CELLEMODELLEN

En annentype blodceller og viktig bestanddel av immunforsvaret er T-celler, som er del av det
ervervete immunsystemet. T-cellene deles inn i cytotoksiske (CD8+) celler som gjenkjenner og
dreper infiserte celler og T-hjelper (CD4+) celler som modulerer aktiveringen av B- og T-celler. T-
hjelper celler kan utvikles til ulike regulatoriske eller pro-inflammatoriske typer ettersom hvilke
signaler de far fra andre celler og spiller ofte en rolle i autoimmune sykdommer®. | den
autoimmune hudbetennelsen Psoriasis blir signalstoffer som cytokinet IL-23 skilt ut fra
makrofager og dendritiske celler og polariserer T-cellene som igjen skiller ut IL-1741>, @kt aktivitet
i denne signalveien bidrar til en vekselsidig overaktivering av hudceller og makrofager som utgjgr
hudbetennelsen (Figur 1)*. Arctic Bioscience AS produserer kosttilskudd av restrastoffet silderogn
og har lovende resultater i uttesting av kosttilskuddet mot milde varianter av Psoriasis'”*8, Til den
videre utviklingen til et legemiddel er det behov for cellemodeller som kan opplyse molekylaere
mekanismer av produktet. Samtidig med utviklingen av tilgang og metoder til isolering av
blodceller, ble det dermed ogsa isolert CD4+ T-celler ved at ugnskete celletyper fra PBMC
isolasjonen (kultivert overnatt) ble merket med magnetiske kuler og fjernet ved hjelp av en
magnetisk kolonne (CD4+ isolation kit, Miltenyi Biotech). Renheten av isolasjonen ble sjekket ved
Flowcytometri. T-cellene ble dyrket i RPMI medium tilsatt humant serum og aktivert med
CD3/CD28 Dynabeads™ (Thermo Fisher Scientific) og PMA/ionomycin Cell Stimulation Cocktail
(500X) (eBioscience™, Invitrogen). Ved intracelluleer farging ble Protein Transport Inhibitor
Cocktail (500X) (eBioscience™, Invitrogen) tilsatt 4 timer f@r slutten av stimuleringen. Prosedyren
ble fgrst giennomfgrt under et kompetansebesgk i forskningsgruppen til Prof. Trude Flo ved NTNU
Trondheim og med hjelp av Markus Haug, PhD og senere ved Mgreforsking AS i Alesund, hvor den
Flowcytometriske analysen ble gjennomfgrt med hjelp av Dr. Yanran Cao ved NTNU Alesund. T-
celle isolasjonen i Alesund resulterte i forholdsvis fa isolerte T-celler, som trolig ogsa skyldes for
mange blodplater blant PBMC. Likevel ble det oppnadd 95% CD4* T-celler (positive for CD3 og
CD4), nar celledebris og blodplater var ekskludert (Figur 6). Videre er det planlagt a farge
cytokinene inni T-cellene nar utskillelse er blokkert slik at disse ogsa kan detekteres ved
Flowcytometri.
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Utskillelse av IL-17, CXCL10 og TNF-a ble ogsa testet i supernatanten ved ELISA (R&D Systems) som
vist i Figur 7. IL-17 ble detektert i relativt hgye mengder og viser en gkning ved tilsetning av
cytokiner. At det ble detektert mer IL-17 i prgven med tilsetning av den lavere konsentrasjonen
kan ogsa skyldes mindre celler. PMA/ionomyosin som skal sette i gang mange signalveier, hadde
ikke noen ytterlig effekt, som kan skyldes for kort behandling. CXCL10 ble detektert i lavere
mengder og TNF-a i veldig hgye mengder i alle prgver som viser at aktiveringen med Dynabeads™
alene fgrer allerede til utskillelse av signalstoffene og IL-17 gkes videre av cytokinene. Videre vil
det veere interessant a se pa effekten av de enkelte cytokinene separat og da spesielt effekten av
IL-23, samt a inkludere ikke-aktiverte celler.
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Figur 7. Utskillelse av A) IL-17, B) CXCL10 og C) TNF-a fra T-celler stimulert med 25ng eller 50ng av cytokinene
IL-6, IL-1B og IL-23 (cyto) for 48 timer, hvor indikert med tilsetning av PMA/ionomyosin de siste 4 timene
(PMA) (uttesting i n=1).

UTTESTING AV 3D CELLEMODELLER

En annen aspekt av fysiologiske cellemodeller som gjenspeiler kroppens funksjon best mulig er
anordningen av cellene. | organene danner cellene tredimensjonale strukturer i motsetning til den
todimensjonale anordningen i konvensjonell celledyrkning. Dette er spesielt viktig hvis cellene
utgjor en vevsfunksjon som i tarmen eller huden®?°. Tredimensjonale cellemodeller av
tarmveggen eller huden som kommer fra humant donormateriale og som blir dyrket ved
overgangen av vaeske og luft (e.g. Mattek Epilntestinal™ og EpiDerm™) kan kjgpes inn. Disse
modellene kan gi ytterlige vevsspesifikke resultater enn den grunnleggende uttestingen med
cellelinjer som transport gjennom tarmveggen eller inn i huden. Under prosjektet ble det kjgpt inn
EpiDerm™ modellen og behandlet med ulike marine oljer (M1-3) fra Epax AS. Cellenes toleranse
for behandlingen ble testet ved utskillelse av det intracelluleere enzymet laktat dehydrogenase
(LDH) i tilfelle av celleskader (Cytotoxicity Detection Kit™US, Roche) (Figur 8). | den positive
kontrollen som gir stgrst utslag ble alle cellene lysert ved hjelp av detergent. Testen viser at
modellene talte tilskuddet med marine oljer bra med maksimalt 2,6 % dgdelighet uten forskjell til
den ubehandlete kontrollen. Stimulering med cytokinet TNF-alpha fgrte til en liten gkning i
celledgd, som stemmer med sin apoptotiske og nekroptotiske effekt?.
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Figur 8. A) Bilde av kulturbrettet med hudmodellene. B) Bilde av et hudvev Igsnet fra brettet C) Celledgd i
hudcellemodellen ved behandling med marine oljer (M1-3) for 6 eller 16 timer og stimulering med cytokinet
TNF, analysert som utskillelse av LDH (n=3).

Det var planlagt a teste inkorporering av de marine fettsyrene i cellene ved gasskromatografi, men
det andre forsgket denne analysen skulle koordineres med ble utsatt, slik at dette fgrst vil
giennomfgres nar instrumentet er satt i gang igjen.

Videre ble induksjon av signalstoffene TNF-a og CXCL10 testet ved qrt-PCR i en av replikatene
(Figur 9). Stimulering med cytokinene TNF-a og IFNy fgrte til moderat TNF-a produksjon i
hudcellene og veldig hgy produksjon av CXCL10, som viser at cellene var responsive for stimulering
av betennelsessignalering.
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Figur 9. m-RNA endring av signalstoffene TNF-a og CXCL10 i 3D hudmodellene stimulert med TNF-a of IFNy
for 24 timer analysert ved qrt-PCR (uttesting i n=1).
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ANALYSEMULIGHET FOR SPESIALISERTE PRO-RESOLUSJONS FAKTORER

Betennelsesreaksjoner er ngdvendig for a beskytte kroppen for infeksjoner, men ma ogsa bli
begrenset for & unnga skader i vevet. Avslutningen av en betennelsesreaksjon er en aktiv prosess
med produksjon av lipid mediatorer som fremmer reparasjon av vevet. Disse stoffene blir dannet
fra omega-3 fettsyrer og kalles for spesialiserte pro-resolusjons mediatorer (SPM)?2. Mange av
disse, samt deres balanserende funksjon pa betennelsen har blitt oppdaget i de siste arene. Det
har ogsa veert forsket mye pa forstyrrelser i SPM produksjon i ulike sykdommer?® og den positive
effekten man ser av tilskudd med SPM?*. Nylig ble det ogs& publisert hvordan SPM-produksjon i
kroppen blir pdvirket etter inntak av marine omega-3 fettsyrer®2°, Det & kunne lage en profil av
hvilke SPM som blir produsert etter tilskudd av marine olje er viktig dokumentasjon som kan bidra
til gkt verdiskaping ved kommersialisering av marine lipidingredienser. Det ble etablert kontakt
med Prof. Jesmond Dalli ved Queen Mary University of London, som ble videre involvert i et NFR-
innovasjonsprosjekt (tilsagn 2021), sammen med Arctic Bioscience AS og Nofima AS, hvor en vil se
pa SPM forlgpere i sildrognekstraktet og dannelse av SPM gjennom immuncellene.

KONFERANSER, PUBLIKASJIONER, SOKNADER OG NYE PROSJEKT

Siden prosjektet ble i hovedsak gjennomfgrt i 2021 var det pga. Covid-pandemien ikke mulig a
delta pa en internasjonal konferanse fysisk. | stedet ble deltagelse pa en rekke ulike webinarer
og virtuelle konferanser gijennomfgrt, bla. med Prof J. Dalli og "Marine biotechnology - marine
products for health" organisert av Centre for Sea and Society, Maritime Cluster of West Sweden,
Kristineberg Center og Innovatum Science Park. Under prosjektet ble 2 publikasjoner ferdigstilt,
men som ikke er direkte relatert til prosjektet?”?8. Arbeidet med prosjektet var likevel
avgjorende for & kunne legge grunnlaget for videre publikasjoner som vil fglge de neste arene.
Det ble sendt inn to IPN sgknader til NFR som bygger pa metodene etablert i prosjektet, hvorav
en med Arctic Bioscience AS og Nofima AS ble innvilget og er i gang na (NFR 327953). | tillegg er
vi partner i et Horizon Europe prosjekt som ble sendt inn i 2021 og innvilget i januar 2022, hvor
var deltagelse er relatert til uttesting av marine produkter i in-vitro modeller, blant annet 3D-
hudmodeller.

KONKLUSJONER

Det overordnede malet med prosjektet var etablering av ulike cellemodeller som
forskningsverktgy i utviklingen av hgyverdige marine produkt. Blant annet er det etablert rutiner
for isolering av monocytter og T-celler fra perifert blod. Den grunnleggende uttestingen og
optimaliseringen er giennomfgrt og modellene er allerede tatt i bruk i nye prosjekt. Dermed har
prosjektet bidratt til 8 bygge kompetanse og infrastruktur hos Mgreforsking som har resultert i
gkt samarbeid og nye prosjektmuligheter for regionalt naeringsliv.
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